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OCENA
ROZPRAWY NA STOPIEN DOKTORA NAUK BIOLOGICZNYCH W ZAKRESIE BIOCHEMII
MGR MARTYNY FILIPSKIE]

PT. "WPLYW WYBRANYCH mikroRNA NA AGRESYWNY FENOTYP | CHEMIOOPORNOSC

KOMOREK PLASKONABENKOWEGO RAKA PLUCA”

Rak ptuca jest najczesciej diagnozowanym nowotworem na sSwiecie stanowigcym
najczestszg przyczyne smierci wsrod mezczyzn, a W krajach wysoko rozwinietych _réwniei
wérdd kobiet. Rokowanie w tej chorobie jest niekorzystne, a odsetki przezyc 5-cio letnich w
stadiach zaawansowanych s3a niewielkie, szczegdlnie w przypadku nowotworu
nieoperacyjnego w stadium IlIB i IV, kiedy to nie przekraczajg kilku procent. Poza prewencj3
majaca na celu ograniczenie wptywu czynnikow $rodowiskowych, takich jak narazenie na
dym tytoniowy oraz azbest, podejmowane s3 proby identyfikacji nowych celow
terapeutycznych oraz efektywniejszych sposobow leczenia. Aktualnym tematem badan jest
rowniez identyfikacja nowych czasteczek, ktore stosowane facznie z istniejgcymi terapiami
moga zwiekszac ich efektywnosc.

W te niezwykle wazng tematyke wpisuje sig przedstawiona mi do recenzji rozprawa
doktorska mgr Martyny Filipskiej. Autorka podjefa sig zbadania biologicznej roli wybranych
mikroRNA (miR-192-5p, miR-192-3p oraz miR-66-5p) w powstawaniu chemioopornosci oraz

agresywnego fenotypu komorek ptaskonabtonkowego raka pfuca. Wybor mikroRNA opierat



sie na wynikach wczesniejszej pracy, W ktérej wykazano nadekspresjg tych czasteczek u
chorych w operacyjnych stadiach ptaskonabtonkowego raka pfuca. Mgr Filipska swoje
eksperymenty przeprowadzita natomiast na liniach komérkowych w warunkach hodowli in
vitro.

Przedstawiona do recenzji rozprawa liczy 104 strony maszynopisu. Ma uktad nieco
odmienny od zazwyczaj stosowanego w tego rodzaju opracowaniach. Zasadnicza czgSc pracy
liczy 81 stron w tym 8 tabel i 30 rycin. T3 czeé¢ pracy rozpoczyna bardzo krotkie streszczenie
w jezyku polskim i angielskim. Dla tak obszernego opracowania, streszczenie wydaje sig byc
zbyt lakoniczne (1 strona wydruku komputerowego). Rozprawa opatrzona jest 184 pozycjami
piSmiennictwa, z Czego wiekszoé¢ zostata opublikowana w miedzynarodowych,
recenzowanych czasopismach anglojezycznych. Literatura jest w wiekszosci bardzo aktualna |
odpowiednio dobrana. W pracy brakuje whioskow, ktore bytyby konkretng odpowiedzig na
postawione cele pracy. Oczywiscie pojawiaja sig obszerne wnioski w dyskusji i bardzo
skrotowe podsumowanie. Po czeséci zasadniczej pracy dodano trzy aneksy z wynikami
uzupetniajacymi zawierajacymi kilkanascie rycin | tabel oraz ze spisem odczynnikow i
aparatury, a takze ze spisem skrotow. Taki uktad pracy nieco utrudnia jej ptynng lekturg z
uwagi na konicznos¢ poszukiwania odpowiednich odnos$nikéw i informacii.

W liczacym 26 stron ,Wstgpie” Autorka przestawita pobieznie dane dotyczace
epidemiologii raka ptuca, metod diagnostycznych oraz zasad leczenia te choroby w
saleznoéci od rozpoznania patomorfologicznego i stopnia zaawansowania. Z uwagl na
skrotowy charakter tej czesci wstepu wkradly sig do niej pojedyncze btedy. Podziat
patomorfologiczny raka ptuca zostat oparty O publikacje Pikor i wsp. z roku 2013, a nie na
aktualnej ,WHO classification of tumors of the lung, pleura, thymus and heart”. Ponadto
wéréd metod stosowanych w diagnostyce mutacji somatycznych u chorych na NDRP w
kwalifikacji do terapii ukierunkowanych molekularnie autorka nie wymienita klasycznego

real-time PCR, ktory nadal jest podstawowa metodg w tym wskazaniu (wg zalecen IASLC,



CAP i AMP). Wymieniajgc leki ukierunkowane molekularnie i immunoterapeutyki
zarejestrowane w krajach UE autorka pomineta kilka, w tym przede wszystkim ozymertynib,
niwolumab i nintedanib. Bardzo szeroko i z duza wiedzg Autorka opisuje biogeneze
mikroRNA i réznorodne jego funkcje oraz role w powstawaniu i rozwoju chorob
nowotworowych, a takze metody analizy funkcjonalnej czasteczek mikroRNA. Ta czgscC
wstepu jest najbardziej wartosciowa i oryginalna. Autorka nieco zbyt skrotowo opisuje
niektore procesy. Np. na stronie 17 pojawia sie zdanie ,Do biatek regulowanych przez

/

wspomniane miRNA nalezg powszechnie znane proto-onkoproteiny...”. Trzeba jednak
pamietad, ze celem mikroRNA jest mRNA, przez co posrednio te czgsteczki moga wptywac na
ekspresje biatek. W przygotowaniu publikacji Autorka powinna uwazaC na tego rodzaju
skroty myslowe.

Cele pracy zostaty sformutowane w sposob jasny i odpowiadajacy zatozeniom
metodologicznym pracy.

W rozdziale ,Materiat i Metody”, liczacym 14 stron, mgr Martyna Filipska opisuje
stosowang metodyke doswiadczalng. Badania przeprowadzone zostaly przy wykorzystaniu
hodowli linii komérek nowotworowych. Oceniono szereg parametrow przy wykorzystaniu
najnowoczesniejszych i skomplikowanych metod badawczych. Opisowi metodyki towarzysza
liczne tabele, wskazujgce na bardzo dobre opanowanie stosowanych technik i rzetelnosc ich
wykonania (tabele te wystepujg zaréwno w zasadniczym tekscie, jak i w pierwszym aneksie).
Do najwazniejszych metod badawczych wykorzystanych przez Autorke nalezq: ilosciowy PCR
z odwrotng transkrypcjg zastosowany w celu oceny ekspresji wzglednej mikroRNA,
konstrukcja wektorow reporterowych z DNA plazmidowego oraz klonowanie miejsc wigzania
mikroRNA do tych wektordow, transfekcja linii komérkowych skonstruowanymi wczesnie;
wektorami, a takze testy umozliwiajgce ocene chemioopornosci i agresywnosci komorek

nowotworowych przed transfekcjg i po niej (test cytotoksyczny MTT, test migracyjny, test

inwazyjnosci, test klonogennosci). Catos¢ metodyki konczy analiza transkryptomu z




wykorzystaniem techniki sekwencjonowania nowe; generacji (NGS) na
wysokoprzepustowym aparacie Illumina HiSeq 2500. Jeszcze raz nalezy podkresli¢ znakomity
warsztat badawczy wykorzystywany przy realizacji badar do tej rozprawy doktorskiej.

W rozdziale ,Wyniki”, ktory liczy 15 stron, Autorka doé¢ skrotowo przedstawita
rezultaty poszczegolnych eksperymentéw uzupefniajac je licznymi i dobrze opracowanymi
tabelami. Najwazniejsze wyniki dowodzg, ze obnizenie ekspresji miR192-5p oraz miR-662-5p
uwrazliwia komorki raka ptaskonabtonkowego na etopozyd, ale nie na cisplatyne. Wyciszenie
badanych czgsteczek mikroRNA powodowato wzrost chemiowrazliwosci, obnizenie zdolnoéci
komorek do migracji oraz obnizenie klonogennosci. Dlatego byé moze czasteczki te MOga W
przysztosci stac sie celami terapeutycznymi.

Uzyskane wyniki zostaty omdwione w rozdziale ,Dyskusja”, ktora liczy 12 stron.
Autorka wykazata sie sSwietna Znajomoscia przedmiotu oraz obiektywizmem w ocenie
wiasnych wynikéw. Dyskusja $cisle dotyczy przedmiotu przeprowadzonych badan. Zaznaczy¢
nalezy, ze zrealizowane badania staty sie podstawg zgtoszenia patentbwego.

Podsumowujac uwazam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa spetnia wszelkie
wymogi stawiane rozprawom na stopien doktora. Wnoszg do Rady Miedzyuczelnianego
Wyadziatu Biotechnologii UG i GUMed w Gdarnsku wniosek o dopuszczenie mgr Martyny
Filipskiej do dalszych etapdw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie wnioskuje o wyroznienie
rozprawy doktorskiej, jesli doktorantka spetnia pozostate kryteria ,,Regulaminu wyrézniania

rozpraw doktorskich” Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG i GUMed w Gdarisku.
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